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RESUMEN  
 
El fucoidan es un polisacárido sulfatado presente en distintas algas pardas, cuya composición 
química varía entre especies y se ha demostrado que posee propiedades inmumonoduladoras.  
L. trabeculata es una alga parda cuyo fucoidan cuenta con escasos estudios, por ello el objetivo 
del presente trabajo fue evaluar el efecto inmunomodulador del fucoidan de Lessonia trabeculata 
en un modelo murino. 
Se trataron ratones por vía oral con fucoidan de L.trabeculata y se inmunizaron con glóbulos 
rojos de carnero (GRC). Un grupo de ratones recibió una dosis de 5 y otro, de 10 mg/kg p.c. Se 
emplearon 2 grupos controles: uno fue tratado con fucoidan de Fucus vesiculosus a la dosis de 5 
mg/kg p.c. y otro, con solución salina (0.9%). En los 4 grupos se evaluó tanto la respuesta inmune 
primaria, como la secundaria. Concluidos los tratamientos se extrajeron los macrófagos 
peritoneales para evaluar parámetros de la inmunidad innata: Especies reactivas de oxígeno 
(ERO), especies reactivas de nitrógeno (ERN) y fagocitosis; y parámetros de la inmunidad 
humoral: presencia de anticuerpos hemaglutinantes (IgM) y opsonizantes (IgG). Los resultados 
obtenidos para los citados parámetros fueron contrastados con la presencia de mRNA 
transcripcional para IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 en esplenocitos. Adicionalmente se determinó la 
presencia de IL-10 sérico por ELISA.  
Los resultados indican que el fucoidan puede aumentar la producción de ERO en la respuesta 
inmune primaria (RIP), no detectándose diferencias en la respuesta inmune secundaria (RIS). La 
producción de ERN aumentó de forma dosis dependiente en la RIP y RIS. La fagocitosis mediada 
por anticuerpos en la RIS aumentó significativamente solo en el grupo tratado con fucoidan de 
L. trabeculata con dosis 10 mg/kg p.c.  También se observó que la expresión transcripcional de 
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por esplenocitos fue modulada y dependiente del tratamiento, dosis y 
 v 
 
tipo de respuesta inmune. En contraste, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre L.trabeculata y F.vesiculosus, y dosis en la producción de hemaglutininas 
anti-GRC, ni en la concentración de IL-10 en suero.  
Se concluye que el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata por vía oral en ratones 
inmunizados posee capacidad de estimular diferentes parámetros inmunes como la producción 
de ERO y ERN, fagocitosis mediada por anticuerpos y expresión transcripcional de IL-4, IL-5, 
IL-6 e IL-10. 
Palabras clave: Fucoidan, Lessonia trabeculata, inmunomodulador, respuesta inmune innata, 
respuesta inmune adaptativa humoral.  
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ABSTRACT  
 
Fucoidan is a sulfated polysaccharide present in different brown algae, whose chemical 
composition varies between species and has been shown to possess immunomodulatory 
properties.  
Lessonia trabeculata is a brown seaweed whose fucoidan has few studies, so the objective of this 
work was to evaluate the immunomodulatory effect of the fucoidan of L. trabeculata in a murine 
model. 
Mice were treated orally with fucoidan from L.trabeculata and immunized with sheep red blood 
cells (SRBC). One group of mice received a dose of 5 and another, 10 mg / kg p.c. Two control 
groups were used: one was treated with fucoidan from Fucus vesiculosus at a dose of 5 mg / kg 
p.c. and another, with saline solution (0.9%). In the 4 groups, both the primary and secondary 
immune response were evaluated. After the treatments, peritoneal macrophages were extracted 
to evaluate innate immunity parameters: Reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen 
species (RNS) and phagocytosis; and parameters of humoral immunity: presence of 
haemagglutinins (IgM) and opsonins (IgG) antibodies. The results for the mentioned parameters 
were contrasted with the presence of mRNA of IL-4, IL-5, IL-6 and IL-10 in splenocytes. 
Additionally, the presence of seric IL-10 was determined by ELISA. 
The results indicate L. trabeculata fucoidan can increase ROS production during primary 
immune response (PIR), with no differences detected during secondary immune response (SIR). 
RNS production increased in a dose-dependent manner during PIR and SIR. Facilitated 
phagocytosis during SIR increased significantly only in the group treated with fucoidan of L. 
trabeculata at a dose of 10 mg/kg p.c. It was also observed that transcriptional expression of IL-
4, IL-5, IL-6 and IL-10 by splenocytes was modulated and dependent on the treatment, dose and 
 vii 
 
type of immune response. In contrast, no statistically significant differences were found between 
L.trabeculata and F.vesiculosus and doses in anti-SRBC hemagglutinins production, nor serum 
IL-10 concentration. 
It is concluded that the oral treatment with fucoidan of L. trabeculata in immunized mice has the 
capacity to stimulate different immune parameters such as the production of ROS and RNS, 
facilitated phagocytosis and transcriptional expression of IL-4, IL-5, IL-6 and IL-10. 
Key words: Fucoidan, Lessonia trabeculata, immunomodulator, innate immune response, 
humoral adaptive immune response. 
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I. INTRODUCCIÓN 
El correcto funcionamiento del sistema inmune confiere al individuo distintos mecanismos 
de defensa contra factores externos e internos permitiendo la conservación de su homeostasis 
(Abbas et al., 2014). En la actualidad se han descrito una gran variedad de problemas en el 
sistema inmunitario que aparecen a lo largo de la vida, las causas son diversas y ocurren con 
frecuencia en la población (Bousfiha et al., 2013; Sausa, 2014; Chinen y Shearer, 2010; 
Abbas et al., 2014; Council et al., 1992).  
Un inmunomodulador es una sustancia que regula algún aspecto de la respuesta inmune, sea 
innato o adaptativo, humoral o celular, y por ello tiene alto potencial aplicativo. Tienen 
diferente origen y algunos ya son aplicados luego de haber sido exhaustivamente evaluados 
en etapas preclínicas y clínicas (Craig et al., 2004; Jantan et al., 2015; Abood, 2017). Sin 
embargo, el uso de estos puede tener efectos secundarios, por lo que se evalúan 
incesantemente otras alternativas, principalmente de origen natural, que minimicen los 
efectos no deseados (Bascones et al., 2014). 
Las algas pardas marinas presentan un polisacárido sulfatado denominado fucoidan con 
propiedades inmunomoduladoras. No obstante, la composición de este polisacárido es 
heterogénea entre especies e inclusive depende de las estaciones (Skriptsova et al., 2015; 
Fletcher et al., 2017) y por ello su efecto en la respuesta inmune puede variar. 
Lessonia trabeculata (Villouta y Santelices, 1986) es un alga parda que crece en la región 
submareal, desde Ancash, Perú hasta Chile (Zavala et al., 2015), se la ha utilizado 
principalmente para la obtención de alginatos (Caja et al., 2004) y como producto para la 
industria alimentaria (Quitral et al., 2012; Gatlin, 2007). Por lo que es considerado un 
importante recurso biológico de uso industrial. 
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Los pocos estudios del fucoidan de L. trabeculata sobre la respuesta inmune (Colona et al., 
2015) y los antecedentes de la capacidad inmunomoduladora del fucoidan de otras algas 
pardas sugieren que no se aprovecha adecuadamente un importante recurso con potencial 
inmunomodulador útil en la salud humana; por lo cual se hace imprescindible realizar 
estudios preclínicos en un modelo animal saludable que permita extrapolar los resultados a 
organismos en condiciones patológicas. 
Los resultados en este trabajo sentarán las bases para estudios posteriores y su aplicación en 
condiciones tanto normales como patológicas, por ejemplo, se podría emplear como 
tratamiento complementario a la vacunación optimizando la seroconversión. 
Además de su potencial utilización, los conocimientos generados permitirán darle un valor 
agregado al consumo del fucoidan como parte de la dieta impulsando la industria basada en 
esta alga y revalorizando este recurso biológico de nuestro mar; también servirán de sustento 
para promover el cultivo in vitro de L. trabeculata, de manera que se reduzca la extracción 
de su hábitat natural, actualmente regulado por el Instituto del Mar del Perú; y la metodología 
propuesta también podrá ser utilizada como modelo para evaluar parámetros inmunológicos 
con el fucoidan obtenido de las algas cultivadas in vitro. 
En el presente estudio el objetivo fue evaluar la actividad moduladora del fucoidan extraído 
de Lessonia trabeculata sobre parámetros de la inmunidad innata celular y adaptativa 
humoral en ratones inmunizados con glóbulos rojos de carnero. 
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ll. MARCO TEÓRICO  
ll.1. Respuesta inmune 
La respuesta inmune es la acción coordinada de componentes celulares y moleculares de un 
organismo con el fin de defenderlo frente a la exposición de partículas consideradas extrañas, 
denominadas antígenos (Ag). Esta respuesta es clásicamente dividida en respuesta inmune 
innata o adaptativa, de tipo celular o humoral (Abbas et al., 2014). 
ll.1.1. Respuesta inmune innata 
La respuesta inmune innata constituye la primera línea de defensa del organismo. Posee 
mecanismos que reconocen estructuras comunes en microbios y células dañadas. No genera 
memoria inmunológica y por ello, no es modificada directamente ante diferentes 
exposiciones al mismo Ag.  En este tipo de respuesta participan células tisulares como los 
macrófagos y DCs (Abbas et al., 2014). Estas células pueden ingerir o fagocitar al Ag a 
través de sus receptores que reconocen patrones moleculares asociados a patógeno (PAMP). 
Ejemplos de estos receptores son: los de tipo Toll (TLR), NOD, RIG-1, para manosa y 
dectina 1 (Hirayama et al., 2017).  Además, pueden fagocitar partículas que no generen 
señales inhibitorias de la fagocitosis, como la interacción CD47-SIRPα (Barclay et al., 2014; 
Yi et al., 2015). 
Posterior al reconocimiento, los fagocitos forman el fagolisosoma como compartimiento 
intracelular para el Ag. En este compartimiento el Ag será destruido mediante la producción 
de especies reactivas de oxígeno (ERO) y nitrógeno (ERN) (Figura 1) (Abbas et al., 2014). 
Estos 2 mecanismos se complementan durante la respuesta del macrófago (Vazquez et al., 
2000). 
La producción de ERO en estas células depende de la NADPH oxidasa, la cual es un 
complejo de 5 subunidades que se ensamblan en la membrana lipídica del fagosoma en 
 4 
 
células activadas generando anión superóxido (O2-), un precursor de las ERO. Las ERO 
causan daño oxidativo en las partículas ingeridas mediando su destrucción (Arango et al., 
2010).  
Los macrófagos activados pueden producir ERN mediante la enzima sintasa de óxido nítrico 
inducida (iNOS). Esta enzima cataliza la producción óxido nítrico (NO), el cual es un 
precursor de las ERN, altamente difusible, capaz de atravesar la membrana plasmática y 
cumplir diferentes funciones.  
Este compuesto es inestable y difícil de medir. No obstante su forma oxidada, el nitrito 
(NO2), es más estable y puede ser medible (Dhawan, 2014).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.  Producción de ERO y ERN por células fagocíticas. El Ag reconocido es ingerido y 
destruido por las ERO y ERN dentro del fagolisosoma (Abbas et al., 2014).  
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ll.1.2. Respuesta inmune adaptativa 
Después de la activación de los componentes de la respuesta inmune innata y ante la 
presencia del Ag, se origina la respuesta inmune adaptativa que posee mayor especificidad, 
cuya intensidad y eficacia es mayor con las subsecuentes exposiciones debido a la 
generación de memoria inmunológica. Esta respuesta, que es dependiente de linfocitos, 
representa la siguiente línea de defensa por la cual el Ag suele ser eliminado del organismo 
(Abbas et al., 2014). 
ll.1.2.1. Respuesta inmune primaria (RIP) 
Durante la primera exposición del organismo al Ag, o también denominada respuesta inmune 
primaria (RIP), se inicia la activación de LB y LT, y consecuentemente el desarrollo de 
memoria inmunológica. 
La respuesta inmune adaptativa humoral tiene como eje principal a los LB. Los LB 
vírgenes se encuentran con al Ag especifico en los órganos linfoides secundarios, como el 
bazo y ganglios linfáticos. Aquellos LB con receptores (BCR) capaces de reconocer al Ag 
son activados, lo que ocasiona su expansión clonal y diferenciación a células de memoria y 
productoras de anticuerpos. Estas últimas son conocidas como células plasmáticas. Los 
anticuerpos son proteínas solubles con la misma especificidad del BCR de la célula que los 
produjo y por ello, también son capaces de reconocer al Ag (Figura 2) (Abbas et al., 2014; 
Moser y Leo, 2010). La cantidad de anticuerpos específicos para el Ag en el plasma llega a 
ser máxima cerca a las 2-3 primeras semanas después de la exposición al Ag (Leenaars y 
Hendriksen, 2005). 
Durante una RIP, el isotipo de anticuerpo específico al Ag predominante en suero es la IgM, 
que puede ser detectada por su capacidad de aglutinar Ags particulados debido a su estructura 
pentamérica. La producción de este isotipo puede ser independiente de LT, por lo que se 
pueden producir anticuerpos contra epítopes proteínicos y no proteínicos. Es importante 
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agregar que la activación de LB no solo requiere la unión del Ag al BCR, sino también de 
otras moléculas coestimuladoras. Como por ejemplo la unión de fragmentos de proteínas de 
complemento sobre el Ag a sus respectivos receptores ubicados en LB o el reconocimiento 
de patrones moleculares mediante receptores, como por ejemplo los TLR (Abbas et al., 
2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Paralelamente a la activación de los LB, ocurre la activación de los LT. Este proceso requiere 
de células presentadoras de Ag especializadas (APC), como las DCs, las cuales son capaces 
de reconocer, fagocitar,  procesar y presentar péptidos derivados del Ag y unidos al complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) a los LT vírgenes con receptores (TCR) específicos 
para el complejo péptido-MHC (pMHC). Esta interacción, pMHC-TCR, acompañada con la 
estimulación de receptores coestimuladores y citoquinas lleva a la activación del LT virgen 
generando LT efectores, lo cual induce cambios fenotípicos y funcionales (Figura 3) (Abbas 
et al., 2014; Moser y Leo, 2010).  
 
Figura 2. Activación de linfocito B independiente de T. Los LB reconocen al Ag y su maduración 
a célula plasmática no requiere de LT (Moser y Leo, 2010). 
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Los LT pueden clasificarse por la presencia del receptor coestimulador CD4 o CD8, también 
son conocidos como LT cooperadores (Th) o citotóxicos (Tc), respectivamente. Los Th 
poseen la capacidad de regular las funciones de otras células como macrófagos, LB, entre 
otras, mediante citoquinas o interleuquinas (IL) (Abbas et al., 2014). La expresión de un 
grupo de citoquinas es uno de los criterios que se utiliza para subdividir a las poblaciones de 
Th generados. Este perfil de citoquinas depende de las señales dadas por la APC, y esta a su 
vez depende del Ag. Existen subpoblaciones ya caracterizadas asociadas que estimulan o 
inhiben ciertas respuestas inmunes (Figura 3) (Abbas et al., 2014; Moser y Leo, 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Activación de Linfocito T y generación de subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (Moser y 
Leo, 2010). 
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Los LB específicos al Ag tienen la capacidad de cambiar el isotipo del anticuerpo producido 
inicialmente, por ejemplo: de IgM a IgG. Este proceso requiere la participación de Th y se 
pueden generar, por ejemplo, células plasmáticas productoras del IgG (Figura 4) (Abbas et 
al., 2014; Moser y Leo, 2010). La producción de este isotipo específico al Ag predomina en 
una segunda exposición al Ag respectivo, lo que es una respuesta inmune secundaria (RIS). 
El cambio de isotipo es influenciado por las citoquinas producidas por los Th, y se pueden 
utilizar para clasificar a los Th. Existen 2 subpoblaciones de Th muy bien descritas: Th1 y 
Th2 (Abbas et al., 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los Th1 son conocidos por producir citoquinas, como interferón gamma (IFN-Ȗ) y factor de 
necrosis tumoral (TNF-α), que estimulan la respuesta de tipo celular, así como la 
capacidad destructiva de los macrófagos, sin excluir su contribución en la respuesta humoral, 
 
Figura 4. Activación de linfocitos B dependiente de T y generación de células 
plasmáticas productoras de IgG (Moser y Leo, 2010). 
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por ejemplo en la producción de IgG2a en ratones (Owen et al., 2013). Por otro lado, los 
Th2 son conocidos por producir citoquinas, como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que estimulan 
la respuesta de tipo humoral, como por ejemplo el cambio de isotipo a IgG1 en ratón en 
los centros germinales en los órganos linfoides secundarios como el bazo (Owen et al., 2013; 
Rojas et al., 2012). La expresión de estas citoquinas puede ser evaluada a nivel 
transcripcional y traduccional mediante RT-PCR y ELISA, respectivamente (Ulett et al., 
2000; Małaczewska, β014). Las funciones de estas citoquinas se resumen en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Características de las citoquinas producidas por Th2. 
Citoquina Función Fuente Célula diana Referencias 
IL-4 
Generación de Th2, factor de supervivencia 
de LB y LT, estimulación de la expresión 
de MHCII, secreción de IgG1 e IgE e 
inducción de la producción de citoquinas 
anti-inflamatorias 
Th2, basófilos, 
eosinófilos, 
mastocitos, NKT 
y células T Ȗδ 
Macrófagos, 
mastocitos, LB 
y LT 
Akdis et al., 
2016; Vazquez et 
al., 2015; Abbas 
et al., 2014 
IL-5 
Diferenciación y función de células 
mieloides, mantenimiento de secreción de 
IgE, e importante en la producción de 
anticuerpos IgG. 
Th2, eosinófilos y 
mastocitos 
activados, células 
T Ȗδ, NK y NKT 
Eosinófilos, 
basófilos, 
mastocitos, 
neutrófilos, 
monocitos y Th 
reg, 
Akdis et al., 
2016; Grund et 
al., 2012; Strestik 
et al., 2001; 
Owen et al., 2013. 
IL-6 
Activación y tráfico leucocitario, activación 
y diferenciación de LT y LB, producción de 
IgG, IgM e IgA, e inflamación. 
Células 
endoteliales y de 
músculo liso, 
fibroblastos, 
granulocitos 
monocitos, 
macrófagos, LB y 
LT. 
Hepatocitos, 
leucocitos, LB y 
LT, células 
hematopoyéticas
. 
Akdis et al., 
2016; Vazquez et 
al., 2015. 
IL-10 
Regulación de la respuesta inmune, 
supresión de IgE e inducción de IgG e IgM; 
generación de centros germinales. 
LB y LT, 
monocitos, 
macrófagos y 
DCs. 
Macrófagos, 
monocitos, 
granulocitos, 
DCs, NK, LB y 
LT. 
Akdis et al., 
2016; Guthmiller 
et al., 2016; Itoh 
et al., 1994 
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La producción de IgG requiere la participación de células y citoquinas, se inicia en la RIP, 
y predomina sobre la IgM en suero en la RIS. Este isotipo puede reconocer y recubrir al Ag 
(opsonizar), facilitando su reconocimiento por células que posean receptores para la porción 
Fc de la cadena gamma de la IgG (FcȖR). La IgG puede estar unida al FcȖR, que se expresa 
en la superficie de los macrófagos. La fagocitosis por estas células es estimulada mediante 
señales por el FcȖR, intensificándose por el agrupamiento de los diferentes receptores que 
participan en el reconocimiento del Ag. Este tipo de fagocitosis, denominada fagocitosis 
mediada por anticuerpos, es más rápida que una fagocitosis independiente de anticuerpos, 
combina la especificidad del anticuerpo y la fagocitosis del macrófago (Figura 5) (Abbas et 
al., 2014), y puede evaluarse in vitro (Mantovani et al., 1972). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Fagocitosis mediada por anticuerpos (Abbas et al., 2014). 
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ll.1.2.2. Respuesta inmune secundaria (RIS) 
La respuesta inmune secundaria es aquella que ocurre en una siguiente exposición al Ag, 
luego de la RIP. Se caracteriza por ser más rápida, amplia y cualitativamente diferente a la 
RIP. Esto se debe a la memoria inmunológica generada en la RIP, representada por los 
linfocitos de memoria. Estas células son más numerosas que los linfocitos vírgenes 
específicos presentes antes de la RIP y son más eficientes en la respuesta y eliminación del 
Ag. Por ejemplo, los LB de memoria sintetizan BCRs con mayor afinidad que los producidos 
en la RIP y por ello son activados más fácilmente.  
Otra característica relacionada a la producción de anticuerpos es que durante una RIS el 
isotipo de anticuerpo específico al Ag predominante en suero es la IgG sobre la IgM. 
Además de los cambios en la respuesta de LB, los LT de memoria reaccionan de forma más 
rápida y enérgica que los LT vírgenes con la exposición al Ag. Esto se debe a que poseen 
menos requerimientos para ser activados y un fenotipo muy parecido a los LT efectores 
(Abbas et al., 2014; Rojas et al., 2012; Owen et al., 2013). 
ll.2 Lessonia trabeculata 
Lessonia trabeculata (Villouta y Santelices, 1986) es un alga parda perteneciente a la familia 
Lessoniaceae (Guiry y Guiry, 2019) (Tabla 2) y crece en la región submareal desde Ancash, 
Perú hasta Chile (Zavala et al., 2015). Es utilizada principalmente para la obtención de 
alginatos (Caja et al., 2004) y como producto para la industria alimentaria junto a otras 
especies de algas pardas (Quitral et al., 2012; Gatlin, 2007). La explotación de L. trabeculata 
en nuestro país tiene como objetivo principal la obtención de alginatos con fines industriales 
(Caja et al., 2004).  
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Tabla 2. Clasificación taxonómica de L. trabeculata (Guiry y Guiry, 2019. AlgaeBase). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ll.3 Inmunomoduladores 
Un inmunomodulador es un producto, natural o artificial, que estimula o reprime la respuesta 
inmune. Puede ser utilizado para fortalecer o compensar algún desbalance del sistema 
inmunológico. Entre los ejemplos más conocidos se encuentran la ciclosporina, que es 
obtenida del hongo Tolypocladium inflatum; el tacrolimus, de la bacteria Streptomyces 
tsukubaensis, entre otros (Craig et al., 2004). Entre los inmunomodulares de origen vegetal 
se conocen a la curcumina, un compuesto encontrado en el rizoma de Curcuma longa 
(conocido como palillo), el resveratrol de Fallopia japonica, andrografolido de 
Andrographis paniculata, ginsen de Panax ginseng (Jantan et al., 2015), y otros 
inmunomoduladores que provienen de Tinospora cordifolia, Acorus calamus, Boerhaavia 
diffusa, Hovenia dulcis, Coptidis rizoma, entre otros (Abood, 2017). Sin embargo, el uso de 
inmunomoduladores sintéticos puede tener efectos secundarios (Bascones et al., 2014), por 
lo que se buscan incesantemente otras alternativas, preferiblemente naturales, que minimicen 
estos efectos no deseados. 
Categoría Nombre 
Phylum Ochrophyta 
Clase Phaeophyceae 
Subclase Fucophycidae 
Orden Laminariales 
Familia Lessoniaceae 
Genero Lessonia 
Especie L. trabeculata 
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ll.3.1 El fucoidan como inmunomodulador 
El fucoidan es un polisacárido sulfatado con una cadena principal constituida en su mayoría 
por fucosa que se obtiene de las algas pardas, no obstante, su estructura puede presentar otros 
azúcares. La composición de azúcares y cantidad de sulfatos puede variar entre las especies 
e incluso durante diferentes estaciones (Skriptsova et al., 2015; Fletcher et al., 2017).  
Hasta la fecha distintos grupos de investigación han evaluado las propiedades del fucoidan 
de distintas algas pardas, para lo cual han desarrollo diferentes estrategias en el tratamiento 
y evaluación, ya sea in vitro e in vivo.  
Park et al., (2017) confirmaron el efecto anti-inflamatorio del fucoidan de Fucus vesiculosus, 
observando inhibición de la expresión de mediadores inflamatorios y pro-inflamatorios en 
la línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7, e in vivo descubrieron disminución de 
la inflamación gingival inducida por Porphyromonas gingivalis. En otro género dentro de 
las algas pardas, Sanjeewa et al., (2017) indicaron que el fucoidan de Sargassum horneri 
tuvo actividad anti-inflamatoria en macrófagos RAW 264.7, reduciendo la producción de 
NO, expresión de iNOS y citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la 
IL-1ȕ.  
Wu et al., (2016) también demostraron que el fucoidan de Sargassum cristaefolium poseía 
la capacidad de disminuir la producción de NO por macrófagos RAW264.7 activados con 
LPS de Escherichia coli, un potente inductor de inflamación. Lee et al., (2012) evaluaron la 
actividad anti-inflamatoria in vitro del fucoidan de Ecklonia cava en macrófagos RAW 264.7 
encontrando que 1 de 3 fracciones produjo mejores resultados, disminuyendo la expresión 
de iNOS, ciclooxigenasa 2 (COX-2), TNF-α, IL-6 e IL-1ȕ, todas estas moléculas mediadoras 
de inflamación. Omar et al., (2013) trataron ratas con ciclosporina A y fucoidan de Fucus 
vesiculosus, y demostraron que el fucoidan tenía actividad antioxidante en el tejido 
esplénico. El grupo tratado con fucoidan tuvo disminución de la producción de óxido nítrico 
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inducido por ciclosporina A y concluyeron que el fucoidan aminoraba los efectos adversos 
causados por la ciclosporina A. 
Contrariamente a su efecto anti-inflamatorio, Choi et al., (2005) observaron que el 
tratamiento in vitro de linfocitos de bazo de ratón con fucoidan de F. vesiculosus incrementó 
su respuesta citotóxica y mostró actividad mitogénica en esplenocitos y macrófagos. 
Además, los macrófagos peritoneales murinos tratados exhibieron actividad tumoricida 
inducida, incremento de fagocitosis, producción de nitritos, H2O2, TNF-α e IL-6. Jeong et 
al., (2015) observaron in vitro que el fucoidan de Hizikia fusiforme (Sargassum fusiforme) 
estimuló la producción de NO en macrófagos RAW 264.7 y la secreción de TNF-α en 
esplenocitos murinos. 
Halling et al., (2015) aislaron y caracterizaron el fucoidan extraído de Laminaria hyperborea 
descubriendo que tenía la capacidad de incrementar el título de anticuerpos en ratones 
inmunizados con ovoalbúmina tratados por vía oral con fucoidan. Además, observaron 
incremento en la expresión de la IL-2 y la fagocitosis en esplenocitos y neutrófilos de ratón, 
respectivamente. Concluyeron que la dosis con mejor efecto fue 5 mg/kg de p.c. en 
comparación al grupo tratado con 12 mg/kg. De manera similar, Jin et al., (2014) evaluaron 
el fucoidan de F. vesiculosus como adyuvante, observando su capacidad de incrementar la 
producción de anticuerpos en ratones inmunizados con ovoalbúmina+fucoidan e inducir la 
respuesta de Th1. Song et al., (2015) compararon la actividad inmunomoduladora de los 
polisacáridos sulfatados de 3 algas: Grateloupia filicina (Rhodophyta), Ulva pertusa 
(Chlorophyta) y Sargassum qingdaoense (Ochrophyta, dentro del cual se encuentran las 
algas pardas), observando en este último un mejor efecto in vitro e in vivo. Estos 
polisacáridos fueron evaluados in vivo como adyuvantes en la inmunización con virus de 
influenza aviar, observándose aumento en la proliferación de linfocitos, el título de 
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anticuerpos dosis-dependiente y producción de IFN-Ȗ e IL-4, este último de forma dosis 
dependiente. 
En otro modelo animal: Clarias gariepinus (Pez gato), El-Boshy et al., (2014) utilizaron el 
fucoidan de Laminaria japónica como suplemento alimenticio en individuos normales e 
inmunosuprimidos con Cadmio, y observaron que el fucoidan tuvo un efecto 
inmunomodulador positivo en individuos normales e inmunosuprimidos a comparación de 
los controles; estimulando el estallido respiratorio y fagocitosis de macrófagos. Dado que no 
se conocía el proceso de absorción del fucoidan, Nagamine et al., (2014) demostraron la 
absorción intestinal in vitro e in vivo del fucoidan de Cladosiphon okamuranus en ratas 
alimentadas con fucoidan, detectándose fucoidan en suero, hígado y tejidos del intestino 
delgado, confirmándose que las moléculas de fucoidan de alto peso molecular podían llegar 
a atravesar la barrera epitelial y podían ser absorbidas por las células de Kupffer.  
La interacción del fucoidan de Laminaria japonica, Laminaria cichorioides, y F. evanescens 
y receptores de inmunidad innata fueron demostrados in vitro por Makarenkova et al., 
(2012), observando que interactuaron con receptores tipo toll: homodímeros 2 y 4 y el 
heterodímero 2/6; acompañada de la posterior activación del factor de transcripción NF-κB. 
Este trabajo sentó las bases de cómo el fucoidan podría tener efecto inmunomodulador sobre 
células que presentan estos receptores como los macrófagos. 
 Las citoquinas también pueden ser moduladas por el uso de fucoidan. Kawashima et al., 
(2011) analizaron el efecto del fucoidan de Undaria pinnatifida en células y ratones tratados 
con la bacteria acido-láctica Tetragenococcus halophilus KK221 y observaron que el 
fucoidan amplificó la producción de IFN-Ȗ dependiente de IL-12 en células de bazo y placas 
de Peyer ex vivo. Los resultados in vivo indicaron mejoramiento del inmunobalance Th1/ 
Th2 en ratones inmunizados por vía intraperitoneal con ovoalbúmina. Ahn et al., (2008) 
evaluaron el efecto inmunomodulador de un extracto de Ecklonia cava y observaron que en 
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los ratones tratados aumentó la proliferación de esplenocitos, número de linfocitos, 
monocitos y granulocitos. Además, se observó que la expresión a nivel transcripcional y 
traduccional disminuyó para el TNF-α e IFN-Ȗ y aumentó para la IL-4 e IL-10. 
También se han reportado resultados acerca del efecto del fucoidan sobre otros tipos de 
células. Por ejemplo, Ale et al., (2011) demostraron in vivo que la inyección del fucoidan de 
Sargassum sp y F. vesiculosus activa células NK. Kim y Joo, (2008) indicaron que el 
fucoidan de F. vesiculosus incrementaba la viabilidad de DCs, producción de citoquinas y 
expresión de receptores, indicando que posee efectos en la maduración de DCs. 
 Pocos trabajos se conocen del fucoidan de L. trabeculata en el país, uno de ellos es el de 
Colona et al., (2015) quienes evaluaron el efecto de un extracto de L. trabeculata con 25% 
de fucoidan sobre cultivos de células mononucleares de sangre periférica y observaron el 
aumento de nitritos en un esquema dosis-dependiente. Además en las concentraciones 1-100 
μg/mL hubo aumento de producción de ERO en comparación al control, los autores 
concluyeron que los componentes de este extracto poseían efecto inmunomodulador sobre 
esta población celular. Sin embargo, por su baja concentración, no podría atribuirse el efecto 
solamente al fucoidan como principio activo inmumodulador. 
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lll. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
1. Hipótesis 
El fucoidan de Lessonia trabeculata administrado por vía oral en ratones inmunizados con 
glóbulos rojos de carnero posee actividad moduladora sobre parámetros de la respuesta 
inmune innata y adaptativa humoral. 
2. Objetivos  
a. Objetivo General 
Evaluar la actividad moduladora del tratamiento vía oral con fucoidan de Lessonia 
trabeculata sobre parámetros de la inmunidad innata y humoral adaptativa en ratones 
inmunizados con glóbulos rojos de carnero. 
b. Objetivos Específicos 
1. Evaluar el efecto del fucoidan sobre la producción de especies reactivas de oxígeno 
y nitrógeno por macrófagos peritoneales de ratones BALB/c inmunizados en la 
respuesta inmune primaria y secundaria. 
2. Evaluar el efecto del fucoidan sobre la actividad fagocítica de macrófagos 
peritoneales de ratones BALB/c inmunizados en la respuesta inmune secundaria. 
3. Demostrar el efecto del fucoidan sobre el título de anticuerpos hemaglutinantes anti-
glóbulos rojos de carnero y su relación con la IL-10 en suero de ratones BALB/c 
inmunizados en la respuesta inmune primaria y secundaria. 
4. Determinar el efecto del fucoidan sobre la expresión génica transcripcional de IL-4, 
IL-5, IL-6 e IL-10 en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados en la respuesta 
inmune primaria y secundaria, y su relación con el título de IgM hemaglutinantes. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
IV.1 Material Biológico  
  
Se empleó fucoidan liofilizado con una pureza de 81% obtenido de Lessonia trabeculata 
Villouta y Santelices (Figura 6), identificada taxonómicamente en el Herbario de la 
Universidad Nacional La Molina (UNALM) (Anexo 1). Los ejemplares fueron obtenidos en 
la Bahía de San Nicolás de Marcona, provincia de Nazca, Ica, Perú (15°11ƍ41ƎS 75°16ƍβ7ƎO) 
y procesados por la empresa PSW S.A. La determinación de fucoidan se realizó en el 
Laboratorio de Bioquímica y Biología Molecular de la UNALM. Como control se usó 
fucoidan de Fucus vesiculosus (95% de pureza), el fucoidan de ambas especies se disolvió 
en solución salina (NaCl 0.9% p/v) a las concentraciones a emplearse en el estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.2. Protocolo de tratamiento e inmunización  
 
El tratamiento estuvo basado en el trabajo de Halling et al., (2015) con modificaciones 
(Laboratorio de Inmunología-FCB-UNMSM). Se utilizó ratones BALB/c machos juveniles 
adquiridos en el Instituto Nacional de Salud de aproximadamente 6 semanas de edad. Cada 
ratón fue colocado en una jaula, la temperatura del ambiente (bioterio) fue aproximadamente 
 
Figura 6. Fucoidan de L. trabeculata antes de su 
resuspensión con solución salina al 0.9%. 
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de 24 °C (Figura 7A), los animales se alimentaron con comida balanceada (7 ± 0.2 g diarios) 
y agua ad libitum, y se distribuyeron en 4 grupos con n=16 cada uno inicialmente: G1 y G2, 
tratados con fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 y 10 mg/kg p.c., respectivamente, y G3 
y G4, tratados con fucoidan de Fucus vesiculosus (Sigma) con dosis 5 mg/kg p.c. y solución 
salina (0.9%), respectivamente. Cada liofilizado fue resuspendido en solución salina, 
observándose un color parduzco (Figura 7B). De manera cíclica, los tratamientos se 
realizaron durante seis días seguidos de un día sin tratamiento. Para administrar las dosis a 
los ratones se utilizó una jeringa tuberculina sin aguja (Figura 7C).  
Posteriormente, los ratones fueron inmunizados con 0.2 mL de GRC al 10% por vía i.p. el 
tercer día de tratamiento (Figuras 7D y 8). Luego cada grupo fue dividido en 2 (n=8 cada 
uno), para evaluarse la RIP y RIS. Los ratones para RIP fueron tratados por 13 días y el 
resto, por 25 días con una segunda inmunización i.p. en el día 15 de tratamiento (Figura 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 7. Tratamiento y condiciones de cuidado de ratón. A) Los 
ratones fueron colocados 1 por jaula. B) Tratamientos dados, de 
izquierda a derecha: G1, G2 (fucoidan de L. trabeculata), G3 
(fucoidain de F.vesiculosus) y G4 (solución salina). C) Ratón tomando 
dosis vía oral. D) Ratón inmunizado con GRC i.p.   
A B C 
D 
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IV.3 Disección, obtención de macrófagos, esplenocitos y suero 
 
 Los ratones, post-mortem, fueron sumergidos en alcohol yodado, se retiró la piel del 
abdomen dejando intacto el peritoneo. Luego con una jeringa se inocularon 5 mL de medio 
RPMI-1640 base (Anexo 2) frío y se realizó un masaje suave del peritoneo para distribuir el 
medio y que haga contacto con los órganos. Después con la misma jeringa se recuperó el 
líquido y se colocó en un tubo de 15 mL. Este procedimiento se hizo para 3 ratones por 
tratamiento tomados de manera aleatoria y las muestras se juntaron en un mismo tubo de 15 
mL. La mezcla fue centrifugada a 800 rpm por 8 min (Figura 9A). El sobrenadante fue 
descartado y se agregó 1 mL de medio RPMI-1640 completo (medio RPMI-1640 base con 
 
Figura 8. Flujograma de tratamiento de los grupos. G1 y G2: fucoidan de L. trabeculata 
con dosis 5 y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3: fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c., 
G4: solución salina (0.9%), GRC: glóbulos rojos de carnero, RIP y RIS: respuesta inmune 
primaria y secundaria, respectivamente. 
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suero bovino fetal al 10%). De esta muestra se hizo la cuantificación de la población celular 
viable mediante tinción con azul de tripan, empleando una cámara de Neubauer. 
Para la obtención de esplenocitos, los bazos de 3 ratones fueron retirados y colocados en 
placas de Petri estériles con medio 3 mL de RPMI-1640 entre trozos estériles de papel filtro 
y tela de organza. Los bazos fueron disgregados mecánicamente y se recuperó 
aproximadamente 1.5 mL del líquido que fue colocado en tubos de 15 mL con 0.75 mL 
Fycoll-Hypaque. Se centrifugó a 1520 rpm por 25 min. Los anillos obtenidos de los 3 bazos 
(Figura 9B) fueron recuperados, colocados en un tubo de 15 mL y lavados con 1 mL de 
medio RPMI 1640 a 1000 rpm por 5 min. El sobrenadante se descartó y se resuspendió las 
células en 1 mL RPMI-1640 completo. De esta muestra se hizo la cuantificación de la 
población celular viable mediante tinción con azul de tripán, empleando una cámara de 
Neubauer. 
 
 
 
Figura 9.  Obtención de células inmunes. A) macrófagos peritoneales extraídos 
luego de ser centrifugados en medio RPMI-1640 (flecha roja), B) anillo células 
mononucleares del bazo (flecha azul). 
 
B A 
 23 
 
Para la obtención de suero, los ratones fueron sangrados post-mortem, mediante punción 
cardiaca directa evitando hemólisis. La sangre fue colocada en microtainers con gel 
separador y colocado en frío al menos por 30 min a 4 °C. Las muestras fueron centrifugadas 
a 3500 rpm por 10 min (Figura 10). Los sueros fueron traspasados a microtubos y congelados 
a -80 °C hasta su uso. Los sueros antes de su análisis fueron descongelados y 
descomplementados en baño María a 56 °C por 30 min para la titulación por 
hemaglutinación. Para la detección de IL-10 por ELISA se utilizaron sueros sin 
descomplementar. 
IV.4 Producción de especies reactivas de oxígeno o estallido respiratorio por 
macrófagos peritoneales 
 
La producción de ERO intracelular fue medido mediante la prueba de reducción del NBT 
que es una medida de la producción de anión superóxido intracelular. La metodología se 
realizó de acuerdo a Grando et al., (2009) con algunas modificaciones (Laboratorio de 
Inmunología-FCB-UNMSM). Se colocó 100 μL de medio completo con 105 células en cada 
pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos (3 repeticiones por grupo) y se incubó por 2 h 
a 37 °C y 5% CO2 para propiciar la adherencia (Figura 11A). Posteriormente, el medio fue 
reemplazado por 100 μL de medio RPMI-1640 completo con NBT (0.5 μg/μL) utilizando 
 
Figura 10. Suero de ratones separado en microtainer con gel separador. Se 
observa el suero en la fase superior del contenido del tubo sobre el gel separador. 
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un stock de 5 μg/μL (Anexo 3) y se incubó por 1 h bajo las mismas condiciones. Como 
control positivo de estimulación se utilizó PMA (100 ng/mL). Después el sobrenadante fue 
eliminado y el pocillo se lavó con β00 μL PBS 1X, seguido de un lavado con β00 μL de 
metanol puro y se dejó secar al ambiente (Figura 11B). Una vez seco, se agregó 1β0 μL de 
KOH βM y 140 μL de DMSO por 10 min (Figura 11C). Pasado este tiempo, se leyó la D.O. 
de los pocillos en una lectora de placas de ELISA a 630 nm. 
 
IV.5 Producción de especies reactivas de nitrógeno 
 
Para cuantificar la producción de ERN extracelular se utilizó la reacción de Peter Griess, el 
cual detecta NO2. La metodología se realizó de acuerdo a Grando et al., (2009) con algunas 
modificaciones (Laboratorio de Inmunología-FCB-UNMSM). Se cultivaron 100 μL con 105 
células en placas de 96 pocillos por 48 h a 37 °C y 5% CO2. Como control positivo de 
estimulación se utilizó LPS (10 μg/mL). Posterior a la incubación, se tomaron 50 μL del 
sobrenadante y se colocó en otros pocillos en donde se agregaron 50 μL del reactivo 1 del 
sistema de reactivos de Griess de Promega (sulfanilamida) por 10 min y luego, 50 μL del 
reactivo 2 (N-(1-Naftil) etilendiamina, NED) por 30 min a temperatura ambiente, tornándose 
 
Figura 11. Producción de especies reactivas de oxígeno o estallido respiratorio por 
macrófagos peritoneales. A) Macrófagos peritoneales cultivados durante 2h. B) 
Macrófagos con formazán precipitado intracelularmente luego de la reducción del NBT con 
O2-. C) Formazán resuspendido listo para medición. 
A B C 
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grosella en presencia de NO2 (Figura 12). Pasado este tiempo se midió la D.O. en una lectora 
de placas de ELISA a 492 nm. Los valores obtenidos fueron llevados a concentración de 
nitritos mediante una curva de calibración (Anexo 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.6 Fagocitosis mediada por anticuerpos por macrófagos peritoneales 
 
Este método permite identificar de manera indirecta la producción de IgG debido a que los 
macrófagos estimulados expresan FcȖR. Una suspensión de 100 μL de macrófagos (5x106 
células) fue colocada en un microtubo, se agregaron 100 μL de una suspensión de GRC al 
0.2% (V/V) y se incubaron por 1 h a 37 °C. Posterior a la incubación, se realizó la 
observación para verificar la presencia de rosetas Fc. Una vez confirmada la formación de 
rosetas se tomó una muestra de β0 μL y se colocó sobre una lámina desengrasada haciendo 
un frotis y después de secar se agregó colorante de Wright de manera que cubra la muestra 
por 3 min. Se agregó agua destilada por 10 min y se lavó con la misma, para eliminar restos 
de colorante y observar un mejor contraste. La actividad fagocítica y el índice fagocítico se 
realizaron por triplicado en cada grupo y se determinaron de la siguiente manera:  
 
Figura 12. Producción de especies reactivas de nitrógeno. Se 
utilizó la reacción de Peter Griess para detectar nitritos, una especie 
reactiva de nitrógeno. La intensidad del color grosella es 
directamente proporcional a la concentración de NO2. 
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�܋����܌�܌ ܎�܏ܗ܋í��܋� = número de macrófagos con al menos ͳ partícula fagocitadaʹͲͲ macrófagos  
 
Íܖ܌�܋܍ ܎�܏ܗ܋í��܋ܗ = número de partículas fagocitadasʹͲͲ macrófagos  
 
IV.7 Titulación de anticuerpos anti-GRC por hemaglutinación 
 
Los títulos de anticuerpos hemaglutinantes anti- GRC fueron cuantificados mediante mezcla 
de 75 μL de diluciones seriadas del suero con PBS 1X con factor de dilución 4 y β5 μL GRC 
al 1% en una placa de 96 pocillos con base redonda. Esta mezcla fue incubada por 30 min a 
37 °C y luego las placas fueron colocadas a 4 °C dentro de una cámara húmeda overnight 
para la confirmación del título (Figura 13). 
 
Figura 13.  Titulación de anticuerpos anti-GRC por hemaglutinación. Se realizaron 
diluciones seriadas del suero en placas de 96 pocillos con base redonda y se enfrentaron 
con GRC durante 24 h a 4 °C. El recuadro rojo indica resultados positivos (aglutinación) 
y el azul, negativos (botón). 
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IV.8 Detección de IL-10 en suero por inmunoensayo enzimático (ELISA) 
 
Se determinó la presencia de IL-10 en los sueros obtenidos mediante el kit mouse IL-10 
Uncoated ELISA de Invitrogen siguiendo el protocolo del manufactor que se describe a 
continuación.  
En la placa de ELISA de 96 pocillos se agregaron 100 μL de anticuerpo de captura por 
pocillo, la placa fue sellada e incubada a 4 °C overnight. Posteriormente, los pocillos fueron 
lavados γ veces con β60 μL de buffer de lavado reposando durante 1 min por lavado. Luego 
de secar los pocillos, se bloquearon los pocillos con β00 μL de diluyente ELISA/ELISPOT 
por 1 hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se extrajo el diluyente y se hizo un 
lavado con buffer de lavado como se describió anteriormente y se volvió a secar. Se 
agregaron 100 μL de las muestras, las cuales consistieron en la mezcla de γ sueros de ratones 
del mismo tratamiento, diluidos 1:4 y se analizaron por triplicado. Se selló la placa y se 
incubó overnight a 4 °C para permitir máxima detección. Los pocillos fueron lavados 4 veces 
con buffer de lavado como se ha descrito previamente. Secados los pocillos, se agregaron 
100 μL de anticuerpo de detección por porcillo, se selló la placa y se incubó por 1 hora a 
temperatura ambiente. Después, se secaron los pocillos y se lavó 4 veces con buffer de 
lavado como se ha descrito anteriormente. Se agregaron 100 μL de avidina-HRP a cada 
pocillo, se selló y se incubó a temperatura ambiente por 30 min. Se extrajo el líquido de los 
pocillos y se realizó 6 lavados como se ha descrito anteriormente, se quitó el líquido y se 
agregaron 100 μL a cada pocillo de solución TMB seguido de una incubación a temperatura 
ambiente por 15 min (Figura 14A). Finalmente se agregaron 50 μL de solución stop a cada 
pocillo (Figura 14B) y se leyó a 450 nm con referencia 630 nm en lector de ELISA. Como 
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controles positivos se utilizó IL-10 recombinante, que se utilizaron a su vez para generar la 
curva estándar o de calibración para la obtención de concentración (Anexo 6).  
IV.9 Expresión génica transcripcional para citoquinas de respuesta humoral 
producidas por esplenocitos 
 
IV.9.1 Obtención de mRNA y síntesis de cDNA 
 
Se obtuvo RNA de 5x106 esplenocitos utilizando el Kit innuPREP RNA Mini según el 
protocolo dado por el manufactor y se describe a continuación. El medio fue eliminado 
mediante centrifugación a 1000 rpm por 5 min y descarte. Se agregaron 400 μL de solución 
de lisis RL al pellet y se dejó a temperatura ambiente por 2 min. Se resuspendió el lisado y 
fue transferido dentro del filtro spinD, centrifugado a 12000 rpm por 2 min y se eliminó el 
filtro. Se le agregó al tubo colector con el filtrado 400 μL de etanol al 70%. Luego se 
homogenizó y transfirió al filtro spinR contenido en un nuevo tubo colector, se centrifugó a 
12000 rpm por 2 min y se descartó el tubo colector junto al líquido filtrado, reemplazando 
 
Figura 14. Detección de IL-10 en suero por ELISA. El viraje de color es directamente 
proporcional a la concentración de IL-10 y se hace evidente A) antes y B) después de 
agregar la solución stop. Las 2 primeras columnas de pocillos a la izquierda de cada 
imagen son resultados de la dilución seriada del control estándar para la determinación 
de la curva de calibración. 
B A 
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el tubo colector con uno nuevo. Se agregaron 500 μL de solución de lavado HS en el filtro 
spinR, se centrifugó el sistema a 12000 rpm por 1 min, se descartó el tubo colector con 
filtrado y se reemplazó con un tubo colector nuevo. Se añadió 700 μL de solución LS en el 
filtro spinR y se centrifugó el sistema a 12000 rpm por 1 min. Posteriormente, se descartó el 
tubo colector con filtrado y se colocó el filtro spinR en un nuevo tubo colector. Se centrifugó 
a 12000 rpm por 3 min para eliminar todo el etanol y se descartó el tubo colector. El filtro 
spinR se colocó en un tubo de elución de 1.5 mL, se agregó γ0 μL de agua libre de nucleasas, 
se incubó por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 rpm por 2 min. Se repitió 
desde que se agregó agua libre de nucleasas esta vez con β0 μL. La muestra fue alicuotada 
y guardada a -80 °C hasta su uso. La cuantificación de RNA extraído se realizó mediante 
fluorometría usando el Qubit 3.0. según el protocolo dado por el manufactor. Para ello, se 
mezclaron 199 μL de buffer con 1 μL de colorante, ambos provistos en el kit. Luego se 
tomaron 199 μL de esta mezcla y se le agregó 1 μL de la muestra. Se incubó por 2 minutos 
protegiéndola de la luz y se realizó la lectura. 
La generación de cDNA se realizó con el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis 
(ThermoScientific) según las indicaciones del manufactor y se describen a continuación. Se 
agregaron 4 μL de 5X reaction mix, β μL de maxima enzyme mix, 100 ng de RNA y agua 
libre de nucleasas c.s.p. β0 μL. Las condiciones de retrotranscripción fueron las siguientes: 
Extensión a 25 °C por 10 min, síntesis de cDNA a 50 °C por 15 min, finalización a 85 °C 
por 5min y enfriado a 4 °C indefinidamente. El cDNA generado fue cuantificado mediante 
Qubit 3.0., similarmente a la cuantificación del RNA Las muestras fueron almacenadas a -
80 °C hasta su uso.   
IV.9.2 Análisis de la expresión de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 
  
La amplificación de las citoquinas de interés fue realizada utilizando los primers, mostrados 
en la Tabla 3, y las condiciones de PCR propuestas por Ulett et al., (2000) con algunas 
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modificaciones. Para ello se utilizó un volumen de reacción de 20 µL conteniendo: Supermix 
Platinum 1X (Invitrogen), primer forward y reverse 0.5 µM cada uno y 0.5 ng de cDNA. 
Las condiciones de ciclaje fueron: 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos, para GAPDH, o 
35, para IL-4 e IL-10. Los ciclos consistieron en: 94 °C por 30s, 60 °C por 30s y 72 °C por 
30s, y posteriormente 72 °C por 7 min de extensión final. Para la IL-5 e IL-6 se utilizaron 
las siguientes condiciones: 94 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de: 94 °C por 30s, 55 °C 
por 30s y 72 °C por 30s, y posteriormente 72 °C por 7 min de extensión final. 
Tabla 3. Primers utilizados para el análisis de expresión génica transcripcional para 
citoquinas de respuesta humoral producidas por esplenocitos. 
Gen Secuencia 5’γ’ Tamaño(pb) Referencia 
GAPDH 
F: CTACTGGTGTCTTCACCACC 
259 
Overbergh 
et al., 
(1999) R: GTGGCAGTGATGGCATGGAC 
IL-4 
F: CGAAGAACACCACAGAGAGTGAGCT 
180 
Murray et 
al.,(1990) R: GACTCATTCATGGTGCAGCTTATCG 
IL-5 
F: TCACCGAGCTCTGTTGACAA 
201 
Le Moine et 
al., (1999) R: CCACACTTCTCTTTTTGGCG 
IL-6 
F: AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 
159 
Lai et 
al.,(2017) R: TCCACGATTTCCCAGAGAAC 
IL-10 
F: ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA 
237 
Bohn et 
al.,(1994) R: CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA 
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Los productos de PCR fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.7% 
utilizando buffer TBE 1X (Anexo 7) durante 45 min a 100 Voltios. Se tomaron imágenes de 
los geles mediante el fotodocumentador EnduroTM GDS (Labnet). Para la comparación en la 
expresión de citoquinas se utilizó el programa ImageJ y se semi-cuantificó la expresión 
mediante la división entre el área de los picos generados por las bandas de las citoquinas y 
divididas con el área del GAPDH, como gen control, para normalizar la expresión  
(Overbergh et al., 1999; Antiabong et al., 2016). 
IV.10 Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos en la producción de ERO, ERN, fagocitosis mediada por anticuerpos, 
producción de hemaglutininas y concentración de IL-10 sérico fueron analizados mediante 
el programa Prism5. Y se realizaron comparaciones múltiples mediante la prueba Tukey para 
determinar si hay diferencias significativas entre los grupos, siendo las diferencias 
significativas si el p<0.05. 
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V. RESULTADOS  
V.1. Producción de especies reactivas de oxígeno por macrófagos peritoneales 
Los resultados de la producción de ERO, específicamente de anión superóxido, se muestran 
en la Figura 15.  Se puede observar en la RIP que la producción de ERO fue mayor en los 
macrófagos provenientes de los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata (G1 y G2), 
ambos grupos tratados con mayor producción que los grupos G3 y G4 de forma significativa 
(p<0.05). En la RIS, no se observó diferencia significativa entre los grupos (p>0.05) (Anexo 
8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Producción de especies reactivas de oxígeno por macrófagos peritoneales. D.O. 
medida a 630 nm luego de la prueba de NBT en cultivo macrófagos peritoneales (105 
células/pocillo) de ratones inmunizados con glóbulos rojos de carnero i.p.  G1 y G2 tratados con 
fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 mg/kg p.c. y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, con 
fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c. y G4, solución salina (0.9%). RIP y RIS: Respuesta Inmune 
Primaria y Secundaria, respectivamente. Se indica la media entre los bigotes (desviación estándar). 
Los grupos que no comparten las mismas letras dentro de RIP o RIS presentan diferencias 
significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). 
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V.2. Producción de especies reactivas de nitrógeno por macrófagos peritoneales 
Los resultados de la producción de ERN, en especial de nitritos, se muestran en la Figura 16.  
En la RIP puede observarse que los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata 
presentaron mayor producción que los grupos G3 y G4 (p<0.05). Además, este aumento de 
la producción fue dosis dependiente de forma significativa, G1 < G2 (p<0.05). En la RIS 
puede observarse un comportamiento similar al descrito en RIP y que la producción de 
nitritos en los grupos G1 y G2 en RIS llega a un valor aproximado de la mitad de los 
obtenidos en RIP (Anexo 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Producción de especies reactivas de nitrógeno por macrófagos peritoneales.  
Concentración de NO en cultivo macrófagos peritoneales (105 células/pocillo) de ratones 
inoculados con glóbulos rojos de carnero i.p. G1 y G2 tratados con fucoidan de L. trabeculata 
con dosis 5 mg/kg p.c. y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, con fucoidan de F. vesiculosus 
5 mg/kg p.c. y G4, solución salina (0.9%). RIP y RIS: Respuesta Inmune Primaria y 
Secundaria, respectivamente. Los grupos que no comparten las mismas letras presentan 
diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). La línea roja punteada indica 
el mínimo valor detectable por la curva de calibración (0.57 µM). 
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V.3. Efecto del fucoidan sobre la fagocitosis mediada por anticuerpos por 
macrófagos peritoneales en la respuesta inmune secundaria 
Luego de 1 hora de incubación de macrófagos con GRC, se confirmó la formación de rosetas 
Fc (Figura 17A), característico de la fagocitosis mediada por anticuerpos, y luego de la 
tinción Wright aún pudo observarse rosetas y además GRC ingeridos de color claro (Figuras 
17B y 17C). Los valores obtenidos en la actividad fagocítica (Figura 18A), indican que G2 
presentó la mayor cantidad de células fagocitantes, obteniéndose diferencias significativas 
con los grupos G1 y G4 (p<0.05). El grupo G1 no presentó diferencias significativas con G3 
ni G4 (Anexo 8).  
Además, el índice fagocítico (Figura 18B) indica que G2 presentó mayor valor (p<0.05), lo 
cual se relaciona con lo observado en la actividad fagocítica. No obstante, no se encontraron 
diferencias significativas entre G2 y G3 (p>0.05). El grupo G1 tampoco presentó diferencias 
estadísticamente significativas con G3 y G4 (p>0.05). Estos resultados en conjunto indican 
que el grupo tratado con fucoidan de L. trabeculata con dosis de 10 mg/kg de p.c. estimula 
la fagocitosis mediada por anticuerpos (Anexo 8). 
               
Figura 17. Fagocitosis mediada por anticuerpos por macrófagos peritoneales. A) Formación de 
rosetas Fc de macrófagos con GRC. B) Rosetas Fc luego de tincion de Wright y C) GRC fagocitados 
(flechas azules) en el interior de macrófago (flecha roja). Aumento: 1000X. 
 
B C A 
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V.4. Efecto del fucoidan sobre el título de anticuerpos anti-GRC 
Los títulos de anticuerpos hemaglutinantes séricos de los diferentes grupos en la RIP y RIS 
se presentan en la Figura 19 y en el anexo 5. En la RIP (Figura 19A), no se encontraron 
diferencias significativas entre los grupos (p>0.05). No obstante, si se comparan los grupos 
G1, G2 y G3, se observa menor producción en los grupos tratados con fucoidan de L. 
trabeculata, siendo menor en G2.  De forma similar, no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos en la RIS (p>0.05) (Figura 19B).  
Estos resultados indican que el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata no afecta la 
producción de anticuerpos hemaglutinantes anti-GRC en la RIP ni RIS. 
 
 
 
 
Figura 18. Fagocitosis mediada por anticuerpos por macrófagos peritoneales en la Respuesta 
Inmune Secundaria. A) Actividad fagocítica y B) índice fagocítico por 200 macrófagos peritoneales 
enfrentados a GRC. 105 células/pocillo) de ratones inoculados con glóbulos rojos de carnero i.p. G1 y 
G2 tratados con fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 mg/kg p.c. y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, 
con fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c. y G4, solución salina (0.9%). Se indica la media entre los 
bigotes (desviación estandar). Los grupos que no comparten las mismas letras presentan diferencias 
significativas según la prueba de Tukey (p<0.05).  
A B 
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V.5. Efecto del tratamiento con fucoidan en la producción de IL- 10 en suero 
 
Los resultados de IL-10 secretada en suero (Figura 20) indican que los niveles de todos los 
grupos estuvieron por debajo del mínimo valor detectable por la curva de calibración (32 
pg/mL). Lo que indica que el tratamiento con fucoidan no estimuló la producción de IL-10 
en suero, siendo el mínimo detectable 128 pg/mL. 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Título de anticuerpos séricos hemaglutinantes anti-GRC. A) Respuesta Inmune 
Primaria y B) Secundaria. G1 y G2 tratados con fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 mg/kg p.c. y 
10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, con fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c. y G4, solución salina 
(0.9%). Se indica la media entre los bigotes (desviación estándar). Los grupos que no comparten las 
mismas letras presentan diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05).  
A B 
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V.6. Expresión génica transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 en 
esplenocitos 
 
En la Figura 21 se pueden observar los resultados de la expresión de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
10.  En la RIP, los esplenocitos de ratones tratados con fucoidan de L. trabeculata, G1 y G2, 
presentaron expresión transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Cualitativamente puede 
observarse mayor expresión en estos grupos en comparación con los grupos G3 y G4 
(Anexo 8). Además, la expresión de IL-10 fue similar entre el grupo G2 y G4. 
En la RIS, la expresión de IL-4 se dio en todos los grupos, siendo aparentemente mayor en 
los grupos G1, G2 y G3, comparado con G4. La expresión de IL-5 fue detectada solo en los 
grupos G1 y G3 (Anexo 8). La producción de IL-6 fue detectada en todos los grupos, siendo 
aparentemente mayor en los grupos G1 y G2, con aumento proporcional a la dosis. La 
expresión transcripcional de IL-10 del grupo G1 y G3 fue sugerentemente mayor que el 
grupo G4 y este último fue mayor que G2.  
 
 
Figura 20. Producción de IL-10 en suero. A) Respuesta Inmune Primaria y B) Secundaria. G1 y G2 
tratados con fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 mg/kg p.c. y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, con 
fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c. y G4, solución salina (0.9%). Se indica la media entre los bigotes 
(desviación estándar). La línea roja punteada indica el mínimo valor detectable por la curva de calibración 
(32 pg/mL). 
A B 
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Figura 21. Expresión génica transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por 
esplenocitos en la Respuesta Inmune Primaria y Secundaria (Continúa). 
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Figura 21. Expresión génica transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por 
esplenocitos en la Respuesta Inmune Primaria y Secundaria. Se muestran los 
resultados de la RT-PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Cada carril representa 
una muestra obtenida de la mezcla de esplenocitos de 3 ratones del mismo tratamiento. 
Bajo cada imagen de electroforesis se muestran los valores de la semi-cuantificación 
realizada en ImageJ, explicado en materiales y métodos. L: Ladder, G1 y G2 tratados con 
fucoidan de L. trabeculata con dosis 5 mg/kg p.c. y 10 mg/kg p.c., respectivamente, G3, 
con fucoidan de F. vesiculosus 5 mg/kg p.c. y G4, solución salina (0.9%). GAPDH fue 
utilizado como control interno de expresión. 
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VI. DISCUSIÓN  
El extracto de fucoidan de L. trabeculata utilizado tuvo una pureza del 81%, lo que no 
permite descartar la influencia de otros componentes sobre los parámetros analizados.  
Chavez et al., (2017) indicaron que este extracto contenía polifenoles, taninos, cardenólidos, 
terpenos y elementos traza (Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu y Na). Estas sustancias, a excepción de 
los elementos traza, han sido estudiados y algunos trabajos demuestran sus propiedades 
inmunomoduladoras (Chojnacka et al., 2012; Huang et al., 2018; Ciaglia et al., 2017; 
Maggini et al., 2007; Lukác y Massányi, 2007). Además de lo reportado por Chavez et al., 
(2017), la tonalidad parduzca que conservó el fucoidan puede deberse a la presencia de la 
fucoxantina, que es el pigmento que le da el color a estas algas (Peng et al., 2011). Este 
compuesto también pudo influir ya que se ha demostrado su capacidad inmunomoduladora 
(Kawashima, 2011; Peng et al., 2011). A pesar de lo mencionado, la concentración del 
fucoidan utilizado y su gran cantidad de reportes como inmunomodulador permite que se le 
atribuya predominantemente la capacidad inmunomoduladora observada en esta 
investigación. 
Con el objetivo de evaluar las propiedades inmunomoduladoras del fucoidan de las algas 
pardas, diferentes autores han abordado distintas estrategias para demostrarlas (Halling et 
al., 2015; Ahn et al., 2008; Ale et al., 2011; Song et al., 2015; Jin et al., 2014 y Kim y Joo 
2008). En esta investigación se utilizó el modelo de ratones inmunizados con GRC para la 
evaluación del efecto del fucoidan sobre distintos parámetros de la respuesta inmune 
generada. Los GRC fueron utilizados porque son capaces de generar una respuesta humoral 
y celular (Levine, 1987; Reikvam, 1976; Stamm et al., 2013; Ladics, 2007); y estas 
respuestas son susceptibles a ser moduladas por compuestos químicos, biomoléculas, 
microorganismos, entre otros (Shima et al., 1987; Brodeur y Merigan, 1974; Hayashi et al., 
2007; Gray y Phillips, 1983).  
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Los resultados indican que la producción de ERO por macrófagos peritoneales en la RIP en 
los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata (G1 y G2) es mayor que en los grupos 
tratados con F. vesiculosus (G3) y solución salina (G4). De manera similar, El-Boshy et al., 
(2014) observaron que macrófagos de individuos de Clarias gariepinus tratados con 
fucoidan de Laminaria japónica produjeron mayor ERO. Traifalgar et al., (2013) observaron 
que en hemocitos de Penaeus monodon tratados con fucoidan de F. vesiculosus presentaron 
mayor producción de ERO, lo cual no se observó en esta investigación.  
Estos resultados distintos se pueden deber a las diferencias entre los modelos utilizados 
(especies), dosis (2 g/kg de pc vs la nuestra 5 y 10 mg/kg de pc) y los tratamientos (tipo de 
fucoidan e intervalo entre dosis). La composición del fucoidan puede variar entre grupos 
taxonómicos de algas pardas y ello puede conferir propiedades distintas, por ejemplo: la 
presencia de diferentes azúcares en diferentes proporciones dentro del fucoidan (Skriptsova, 
2015), tamaño y la cantidad de grupos sulfatos (Kawashima et al., 2011). Estas posibles 
diferencias podrían explicar la diferente capacidad del fucoidan de F. vesiculosus y L. 
trabeculata para inducir la producción de ERO. Adicionalmente a las pruebas in vivo 
mencionadas, Choi et al., (2005) observaron que macrófagos peritoneales tratados in vitro 
con fucoidan de F. vesiculosus tuvieron mayor producción de H2O2, una ERO. 
En la RIS, la producción de ERO no mostró diferencias significativas entre grupos. Esto se 
le podría corresponder al agotamiento del Ag debido a: 1) la mayor activación de 
macrófagos, demostrada en la RIP, y/o 2) participación de la respuesta inmune adaptativa 
generada en la RIP. Con la rápida eliminación del Ag, demostrada por los resultados de 
fagocitosis mediada por anticuerpos, la activación de los macrófagos y la producción de 
ERO pudo darse a solo algunos días después de la segunda inmunización. Por lo que 2 
semanas después de la última inoculación de GRC, la producción de ERO fue mínima y 
similar entre los diferentes grupos.  
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La producción de ERO se caracteriza por su manifestación rápida y duración corta, contrario 
a la producción de ERN (Vazquez et al., 2000). Esto se evidencia claramente con la aún 
presente, pero menos intensa, producción de ERN en la RIS en comparación con la RIP para 
los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata. Entonces, la evaluación del efecto del 
fucoidan sobre la producción de ERO en la RIS podría requerir análisis pocos días después 
a la última inmunización para detectar diferencias. Además, se ha demostrado que el 
fucoidan puede tener efectos pleiotrópicos sobre las funciones de los monocitos, los cuales 
son precursores de los macrófagos (Italiani y Boraschi, 2014). Sapharikas et al., (2015) 
observaron que el tratamiento con fucoidan en monocitos de sangre periférica mejoró su 
capacidad de adhesión y migración. En adición, la producción de ERO a su vez es importante 
para la diferenciación de monocitos a macrófagos (Xu et al., 2016). 
La producción de ERO también puede ser indirectamente modulada por la presencia de 
anticuerpos. Gallo et al., (2010) observaron que la cantidad de IgG podía modular de manera 
directamente proporcional la producción de IL-10 por macrófagos. Esta posee efecto 
inhibitorio en la producción de ERO (Dokka et al., 2001), sin afectar la fagocitosis de GRC 
(Gallo et al, 2010), lo cual pudo observarse en los resultados de la presente investigación. 
En la producción de ERN se observó que el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata tuvo 
efecto estimulatorio de forma dosis-dependiente (G1 < G2) en la RIP y RIS. Trabajos 
similares in vivo son muy escasos. Jeong et al., (2015) observaron que macrófagos murinos 
tratados in vitro con extracto de Hizikia fusiforme produjeron NO de forma dosis-
dependiente. Choi et al., (2005) demostraron in vitro que macrófagos peritoneales murinos 
tratados con fucoidan de Fucus vesiculosus presentaron mejor capacidad productora de ERN 
y ERO. Takeda et al., (2012) vieron que el tratamiento de macrófagos in vitro con fucoidan 
de Cladosiphon okamuranus Tokida aumentó la secreción de NO de manera proporcional al 
tiempo y concentración. Kar et al., (2011) observaron que el tratamiento de macrófagos 
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peritoneales in vitro con fucoidan induce la mayor producción de nitritos, junto a la 
expresión de iNOS. En contraste, Lee et al., (2012) observaron in vitro disminución de la 
producción de NO con el aumento de dosis. De igual forma Hwang et al., (2011) observaron 
que el tratamiento in vitro con el polisacárido sulfatado de Sargassum hemiphyllum sobre 
macrófagos murinos redujo la secreción de NO y expresión de iNOS. Estas diferencias 
pueden deberse a las características químicas distintas entre fucoidan de diferentes algas 
pardas (Skriptsova, 2015; Kawashima et al., 2011), además de las características del 
tratamiento mismo. 
La producción de ERO y ERN son procesos importantes que pueden actuar en sinergia 
durante la respuesta del macrófago a estímulos y pueden ser regulados entre sí (Wink et al., 
2011; Formand y Torres, 2001). La producción de ERO y ERN requiere la utilización de 
NADPH y O2, lo que implica competencia por estos sustratos. Sin embargo, la generación 
de ERN también da como producto radicales hidroxilo (ERO) (Formand y Torres, 2001). El 
NO puede reaccionar con peróxido de hidrógeno, dándole capacidad antioxidante (Wink et 
al., 2011).  Vazquez et al., (2000) observaron que los macrófagos de ratones knock-out para 
la iNOS produjeron mayor cantidad de ERO y por periodos más prolongados que ratones 
wild-type. Esto sugiere que la producción de ERO y ERN es regulada entre estos procesos, 
y estos pueden ser modulados a su vez mediante el tratamiento con fucoidan de L. 
trabeculata. 
El efecto del fucoidan sobre estas funciones de los macrófagos peritoneales pudo darse 
directamente y/o indirectamente, por ejemplo, mediante la estimulación de sus receptores de 
membrana o mediante la participación de señales provenientes de otras células, 
respectivamente.  
Los macrófagos y las DCs presentan una variedad de receptores de membrana capaces de 
reconocer moléculas y modular su actividad. Un grupo de receptores presentes en estas 
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poblaciones celulares son los receptores tipo toll (TLR), y entre ellos los TLR 2 y 4 (Pauwels 
et al., 2017). Se ha demostrado que el TLR 2 y 4 provenientes de humanos son capaces de 
reconocer moléculas de fucoidan de diferentes algas pardas (Makarenkova et al., 2012).  
En ratones se ha observado que el fucoidan es ligando del receptor scavenger de clase A 
(SR-A o CD204), y su unión mejora la activación de macrófagos con LPS mediado por TLR 
4 (Yu et al., 2012). Además a ello, Yi et al., (2011) observaron que el SR-A podía modular 
la respuesta en DCs. Este estímulo in vivo es posible ya que se ha demostrado en ratas que 
el fucoidan es capaz de ser absorbido y transportado a diferentes tejidos (Nagamine et al., 
2014). Similarmente, Tokita et al., (2010) detectaron fucoidan en suero de personas que lo 
habían ingerido. Esto indica que el fucoidan puede modular la respuesta inmune innata 
celular, como lo observado en macrófagos, lo que sugiere su capacidad de regular la 
respuesta inmune adaptativa, en la cual las DCs son importantes iniciadoras. 
La activación y generación de LT efectores depende de las DC, las cuales poseen receptores 
que pueden interactuar con el fucoidan, como se mencionó anteriormente. Jin et al., (2014) 
observaron que el tratamiento con fucoidan indujo mayor producción de citoquinas pro-
inflamatorias y maduración de esta población celular, mejorando su capacidad presentadora 
de Ag, evidenciándose en la estimulación de la producción de anticuerpos y generación de 
LT específicos al Ag.  
De manera similar, Kim y Joo, (2008) observaron que el fucoidan de F. vesiculosus 
incrementó la viabilidad de DCs, producción de citoquinas y expresión de receptores. Yang 
et al., (2008) observaron que el tratamiento con fucoidan sobre DCs derivadas de monocitos 
humanos indujo su maduración, producción de citoquinas pro-inflamatarias y promovió su 
capacidad polarizante de tipo Th1. La participación de LT en este trabajo se puede suponer 
por la activación de macrófagos, fagocitosis mediada por anticuerpos y expresión 
transcripcional de citoquinas por esplenocitos. La generación de NO depende de la expresión 
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de la iNOS, y esta requiere la estimulación del macrófago mediante citoquinas como 
interferón-Ȗ (Torre et al., 2002), la cual puede provenir de Th1 (Yang et al., 2008). Kim et 
al., (2015) observaron que el tratamiento de esplenocitos con fucoidan aumenta la expresión 
de marcadores de activación de respuesta inmune, como el MHC ll y la población de células 
plasmáticas. Lebedynskaya et al., (2015) observaron que el tratamiento in vivo con fucoidan 
de L. japonica via i.p. indujo mayor expresión de marcadores de inmunidad innata y 
adaptativa sobre leucocitos, por ejemplo CD19, MHCII, TLR2, TLR4, entre otros.  
En adición a ello, Xiaolin et al., (1995) observaron que el fucoidan es capaz de mejorar las 
funciones de LT y LB, macrófagos y células NK; además de promover la RIP de anticuerpos 
anti-GRC. Además de los macrófagos y DCs, los LB también representan una población de 
APC susceptible a ser modulada por el fucoidan. Estas células expresan TLR2 y 4 (Buchta 
y Bishop, 2014) y debido a su capacidad de poder interactuar con moléculas de fucoidan 
(Makarenkova et al., 2012), se puede esperar que este compuesto funcione como adyuvante 
para la activación de LB, y consiguiente diferenciación en células productoras de anticuerpos 
(Abbas et al., 2014). 
Los resultados de fagocitosis mediada por anticuerpos indican que el grupo G2 presentó 
valores mayores en comparación con el resto de grupos, no siendo estadísticamente 
significativo al comparar con el grupo tratado con F. vesiculosus. Esto se puede deber a la 
mayor activación del macrófago y/o la producción de IgG. El-Boshy et al., (2014) 
demostraron que el tratamiento in vivo con fucoidan de Laminaria japónica de individuos 
de Clarias gariepinus estimuló la fagocitosis de macrófagos. Similarmente, Kawashima et 
al., (2011) observaron que la fagocitosis de bacterias por macrófagos fue mayor en aquellos 
tratados con fucoidan de Undaria pinnatifida. Traifalgar et al., (2013) determinaron que 
hemocitos de Penaeus monodon tratados con fucoidan de F. vesiculosus presentaron mayor 
índice de fagocitosis. Halling et al., (2015) demostraron la estimulación de la fagocitosis de 
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macrófagos tratados con fucoidan de Laminaria hyperborea. Choi et al., (2005) observaron 
que macrófagos peritoneales tratados in vitro con fucoidan de F. vesiculosus tuvieron mayor 
actividad fagocítica. Estos antecedentes sugieren que la fagocitosis puede ser estimulada por 
el fucoidan de diferentes algas. No obstante, la fagocitosis mediada por anticuerpos también 
depende de la generación de IgG, el cual es producido en mayor cantidad durante una RIS 
manifestándose con la formación de rosetas Fc (Ichika et al., 1985). Takai et al., (2014) 
demostraron que el cultivo de esplenocitos con fucoidan de Undaria pinnatifida indujo 
mayor producción de diferentes isotipos, entre ellos la IgG. Similarmente, Okai et al., (1996) 
observaron que el tratamiento in vitro de esplenocitos con fucoidan de Laminaria japonica 
indujo mayor producción de IgG de forma dosis dependiente.  
Hayashi et al., (2007) concluyeron que el tratamiento vía oral con fucoidan de Undaria 
pinnatifida en ratones post-infección con virus de influenza indujo mayor producción de 
anticuerpos neutralizantes a los 14 días. No obstante, no se observaron diferencias 
significativas en la producción de IgG. Omar et al., (2013) vieron en ratas que la reducción 
de la producción de IgG causada por el tratamiento con ciclosporina era aminorada con el 
tratamiento con fucoidan. Jin et al., (2014) observaron que el fucoidan de F. vesiculosus co-
administrado intraperitonealmente con ovoalbúmina mejoró la producción de IgG1 e IgG2a.  
Los resultados en la producción de hemaglutininas, las cuales son predominantemente IgM, 
indican que no hay diferencias significativas entre los grupos en la RIP y RIS. No obstante, 
se pudo observar en la RIP que el grupo tratado con fucoidan de L. trabeculata tendió a tener 
menores valores que el grupo tratado con fucoidan de F. vesiculosus.  
Similarmente, Hayashi et al., 2007 no observaron diferencias significativas en la producción 
de IgM. Omar et al., (2013) determinaron que ratas tratadas con ciclosporina y fucoidan de 
F. vesiculosus presentaban menor cantidad de IgM en comparación al grupo tratado sin 
fucoidan con o sin ciclosporina. Contrariamente, Halling et al., (2015) observaron que 
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ratones tratados oralmente con fucoidan de Laminaria hyperborea con dosis de fucoidan de 
1.7 y 5 mg/kg de p.c. presentaron títulos mayores de anticuerpos anti-ovoalbúmina inoculada 
i.p. Además, estos 2 grupos con diferentes dosis no tuvieron diferencia significativa entre sí, 
similar a lo observado en este trabajo.  
Xiaolin et al., (1995) observaron que el fucoidan es capaz de promover la RIP de anticuerpos 
anti-GRC. Kim et al., (2015) observaron que la producción de anticuerpos séricos 
específicos era mayor en ratones inmunizados con Mycoplasma hyopneumoniae en conjunto 
con fucoidan. Okai et al., (1996) concluyeron que el tratamiento in vitro de esplenocitos con 
fucoidan de Laminaria japonica indujo mayor producción de IgM de forma dosis 
dependiente. De forma similar, Takai et al., (2014) observaron que el cultivo de esplenocitos 
con fucoidan de Undaria pinnatifida indujo mayor producción de anticuerpos IgM.   
Vetvicka y Vetvickova (2017) observaron que el tratamiento intraperitoneal de diferentes 
fuentes de fucoidan indujo mayor producción de anticuerpos séricos específicos. En la RIS 
no se observaron diferencias entre los tratamientos. Esto se debe a que la IgM, el mejor 
isotipo hemaglutinante, es predominante en la respuesta inmune primaria, en donde se 
observan más diferencias entre grupos tratados con fucoidan. Esto sugiere que se debería 
complementar el análisis de la respuesta inmune humoral adaptativa mediante la titulación 
de los anticuerpos anti-GRC de isotipo IgG, ya sea en la RIP o RIS. Es posible que el 
fucoidan de L. trabeculata este acelerando el switch isotípico y por lo tanto la cantidad de 
IgG especifica producida en la RIP (Juto y Settergren, 1988) puede ser mayor y estar 
agotando los epítopes disponibles reconocibles por la IgM y en consecuencia, reduciendo la 
aglutinación.  
Los GRC fueron inoculados en la cavidad peritoneal y puede ser transportado a órganos 
linfoides secundarios, por ejemplo el bazo, en donde se desarrolla la respuesta inmune 
adaptativa (Terasawa et al., 2008; Yanase et al., 2009). Por esta razón se realizó el análisis 
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de expresión transcripcional por esplenocitos de algunas citoquinas relacionadas a la 
respuesta humoral. Los resultados indican que el fucoidan de L. trabeculata induce la 
transcripción de distintas citoquinas en esplenocitos en la RIP y RIS.  
La expresión de IL-4 fue mayor en los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata en la 
RIP y RIS. Interesantemente, el grupo G3 presentó valores similares al G4 en la RIP y al 
tratado con fucoidan de L. trabeculata en la RIS. Esto en conjunto indica que el fucoidan de 
L. trabeculata posee capacidad de modular positivamente la expresión de esta citoquina en 
esplenocitos en la RIP o RIS. En un estudio similar, Jin et al., (2014) observaron que no 
hubo diferencias en la transcripción de IL-4 entre el grupo tratado con F.vesiculosus y PBS. 
Yanase et al., (2009) observaron que la producción de IL-4 por esplenocitos, de ratones 
inmunizados con OVA y tratados i.p. con fucoidan presentaron menor producción de IL-4 
luego del re-enfrentamiento a OVA in vitro. Los resultados de la expresión de IL-4 en 
conjunto a los de la fagocitosis mediada por anticuerpos sugieren que la IL-4 estimulada por 
el tratamiento con fucoidan podría mediar el aumento de IgG. Fort et al., (2001) observaron 
que la producción de anticuerpos IgG1 aumentaba en ratones con mayor transcripción de IL-
4, IL-5 e IL-13 en bazo. 
Como se ha expuesto previamente, la expresión transcripcional de IL-5 fue detectable solo 
en los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata en la RIP. Interesantemente, solo se 
observó expresión en los grupos G1 y G3 en la RIS. Los estudios del efecto del fucoidan 
sobre la expresión de IL-5 son pocos. Maruyama et al., (2005) observaron que ratones 
nebulizados con OVA y tratados intraperitonealmente con fucoidan redujo la cantidad de 
citoquinas tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) en el fluido de lavado broncoalveolar. Pese a las 
diferencias en la metodología entre dicho trabajo y este, la expresión de esta citoquina y 
otras, puede diferir entre órganos y depender del momento en que se analicen (Liu et al., 
2017). La IL-5 es parte del grupo de citoquinas Th2. Este grupo de células requieren la 
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activación de GATA-3, el cual es un factor de transcripción maestro que induce la 
diferenciación de los LT vírgenes en Th2. Se ha descrito que este perfil de citoquinas 
secretadas ocurre por el remodelamiento de la cromatina en los loci de il4, il5 e il13 y los 
sitios de unión de GATA-3 al DNA (Nakayama et al., 2017).  Además a ello, la expresión 
de estas citoquinas Th2 también pueden ser estimulada por IL-25 (Fort et al., 2001). 
Entonces, estos mecanismos de regulación podrían ser dianas candidatas a ser moduladas 
por el fucoidan. Los resultados muestran un comportamiento similar entre IL-4 e IL-5 en la 
RIP, lo cual se puede deber a la similar regulación mediada por GATA-3. No obstante, esta 
similitud se pierde en la RIS. Esto puede ser por la expresión de IL-4 por LT foliculares, los 
cuales dependen del factor de transcripción Bcl-6 (Meli et al., 2017).  La importancia de la 
IL-5, junto a la IL-6 e IL-10, fue demostrado por Strestik et al., (2001) quienes observaron 
que ratones knock-out para IL-6 e IL-10 presentaron mayor carga viral en el bazo en la RIP 
dos semanas después del enfrentamiento con el virus de leucemia murina. Y, luego de una 
segunda exposición, los ratones knock-out para IL-5 e IL-6 presentaron títulos menores de 
anticuerpos neutralizantes y del tipo IgG. Indicando su importancia de estas 2 citoquinas en 
la producción de anticuerpos. 
En la RIP, se observó que la expresión transcripcional de IL-6 fue mayor en los grupos 
tratados con fucoidan de L. trabeculata, y casi imperceptible en el resto de grupos. En 
contraste, en la RIS se encontró expresión de esta citoquina en todos los grupos, siendo 
aparentemente mayor en los grupos tratados con fucoidan de L. trabeculata, lo cual se puede 
relacionar con una mayor producción de anticuerpos sugerida por la fagocitosis mediada por 
anticuerpos. Jin et al., (2014) observaron que el fucoidan de F. vesiculosus indujo mayor 
producción de citoquinas pro-inflamatorias, entre ellas la IL-6. Además observaron aumento 
en la producción de IgG1 e IgG2a del grupo tratado. Omar et al., (2013) observaron que 
ratas tratadas con ciclosporina poseían menor cantidad de IL-6 en suero, este efecto se redujo 
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con el tratamiento con fucoidan subcutáneamente y elevó los niveles similares al grupo sin 
ciclosporina; y a su vez aminorando la reducción en la producción de IgG. Yoo et al., (2007) 
estimularon esplenocitos con fucoidan de Undaria pinnatifida, y observaron mayor 
producción de IL-6 en comparación con células tratadas con fucoidan de F. vesiculosus y 
sin tratar, similar a lo visto en este trabajo pero con fucoidan de L. trabeculata. 
Lebedynskaya et al., (2015) observaron que ratones tratados con una dosis de fucoidan de 
L. japonica i.p. presentaron mayor concentración de IL-6 en suero, disminuyendo con el 
paso del tiempo, pero siempre mayor al control. Cassese et al., (2003) observaron que la IL-
6 juega un papel importante en la inducción de producción de anticuerpos IgG específicos, 
pero no para el mantenimiento de estos, observándose los mismos valores en ratones knock-
out y wild type para esta citoquina a partir de la 2da semana luego del booster. Esto se 
relaciona con los resultados en donde observamos la expresión de esta citoquina 
relativamente mayor en el grupo con mayor fagocitosis mediada por anticuerpos. 
Adicionalmente, Cassese et al., (2003) observaron que esta citoquina promovía la 
supervivencia de células plasmáticas.  
La IL-10 es conocida principalmente por ser una citoquina reguladora e inhibidora de la 
respuesta inflamatoria, además de participar en la generación de la respuesta inmune 
humoral. Los resultados indican que el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata indujo 
mayor expresión transcripcional en la RIP. En contraste, en la RIS se observó menor 
expresión en el grupo G2, siendo similar entre G1 y G3, y mayores que el grupo tratado con 
solución salina (G4). Es interesante notar que la expresión de IL-5 e IL-10 fue similar en la 
RIP y RIS. Esto puede deberse a que la expresión de IL-5 puede depender de la función de 
IL-10, como lo demostró Yang et al., (2000). No obstante, cómo el fucoidan pudo afectar a 
estas citoquinas y variar entre RIP y RIS aún debe ser revelado. Los trabajos sobre el efecto 
del fucoidan en la expresión de IL-10 por esplenocitos son escasos. Kar et al., (2011) 
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utilizaron ratones infectados con distintas cepas de Leishmania donovani los cuales fueron 
tratados con fucoidan post-infección y observaron que no hubo diferencias en la producción 
de IL-10 por esplenocitos extraídos luego de 2 semanas de tratamiento. No obstante, 
encontraron reducción en el grupo infectado tratado con fucoidan 4 semanas post-infección. 
El bazo es un órgano que contiene poblaciones celulares diversas, como linfocitos, 
macrófagos, DCs, células reticulares, monocitos, entre otros (Cesta, 2006; Swirski et al., 
2009). Por ello, el efecto del fucoidan en la producción de IL-10 sobre estas poblaciones 
puede ser relevante. Mytar et al., (2004) observaron que el tratamiento de monocitos con 
fucoidan mejoró la expresión de esta citoquina a nivel transcripcional y traduccional. 
Stefaniak et al., (2017) observaron que macrófagos tratados con fucoidan de Laminaria spp. 
produjeron mayor cantidad de IL-10 junto con la IL-6. Similarmente, Vetvicka y 
Vetvickova, (2017) observaron que el tratamiento in vitro de macrófagos con diferentes 
fuentes de fucoidan indujo mayor producción de IL-10 y TNF-α. Pese a su relación con la 
respuesta humoral (Komai et al., 2018), el efecto de esta citoquina sobre esta respuesta a 
nivel global depende de la intervención de otras citoquinas. Esta citoquina como se ha 
mencionado tiene propiedades reguladores controlando la respuesta inmune. Como lo 
esperado, en la RIP se observó que esta citoquina se expresó de forma similar a la IL-6, una 
citoquina pro-inflamatoria, sugiriendo su papel regulatorio frente a una respuesta 
inflamatoria. Su expresión en la RIS sugiere que podría tener un papel durante la producción 
de anticuerpos independiente de su nivel de expresión, y/o sugiriendo a su vez que otras 
citoquinas, por ejemplo: IL-4 o IL-6, podrían tener un papel predominante en el aumento de 
producción de anticuerpos. Además, se observó en este contexto que el grupo G2 presentó 
mayor expresión de IL-6 junto a la menor expresión de IL-10. Wang et al., (2016) observaron 
que ratones con diabetes tipo 2 tratados con fucoidan de Acaudina molpadioides presentaron 
disminución de IL-6 y aumento de IL-10 en suero. 
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Además del análisis de expresión transcripcional, se encontró que la concentración de IL-10 
en suero fue menor a 128 pg/mL calculado por el mínimo valor detectable por la curva de 
calibración (32 pg/mL) y la dilución de la muestra (1:4). Wang et al., (2016) cuantificaron 
las concentraciones de IL-10 en suero mediante kits de Invitrogen entre 73-124 pg/mL. 
Gotoh et al., (2012) observaron niveles de IL-10 en el rango de 30.5 ± 4.8 pg/mL. Estas 
concentraciones mencionadas estuvieron por debajo de 128 pg/mL, lo que puede explicar la 
falta de detección.  
Esto sugiere que el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata no aumentó la concentración 
de IL-10 en suero por encima de 128 pg/mL. Es importante mencionar que la concentración 
de esta citoquina en sangre depende de otras fuentes celulares, como monocitos y neutrófilos 
(Iyer et al., 2012), además células del hígado y pulmón (Bouabe et al., 2011). Estas fuentes 
pueden ser responsables de la mayor producción vista en otro tipo de trabajos, las cuales 
pudieron no haber sido afectadas por el tratamiento con fucoidan de L. trabeculata. No se 
encontró relación directa entre la síntesis de mRNA de IL-10 en esplenocitos y los niveles 
de esta citoquina en suero, lo que sugiere que la inducción de la expresión de esta citoquina 
podría estar limitada al bazo, sin descartar el efecto de la dilución durante la detección de 
IL-10 sérica. 
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VII. CONCLUSIONES 
1. El tratamiento por vía oral con fucoidan en la dosis de 10 mg/kg de p.c. estimula 
parámetros de la inmunidad innata como la producción de especies reactivas de 
oxígeno en la respuesta inmune primaria, y la producción de especies reactivas de 
nitrógeno en la respuesta inmune primaria y secundaria, en macrófagos peritoneales. 
2. El tratamiento por vía oral con fucoidan en dosis de 10 mg/kg de p.c. estimula la 
actividad fagocítica de macrófagos peritoneales en la respuesta inmune secundaria. 
3. El fucoidan no afecta el título de anticuerpos hemaglutinantes, así como tampoco 
influyó en el incremento de IL-10 sérica, tanto en la respuesta inmune primaria como 
secundaria. 
4. En los esplenocitos de ratones tratados con 10 mg/kg de p.c., el fucoidan estimula la 
expresión transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 en la respuesta inmune 
primaria; induce la expresión de IL-4 e IL-6, y reduce la expresión de IL-5 e IL-10 
en la respuesta inmune secundaria; lo que significa que su mayor efecto estimulador 
está en la inmunidad humoral adaptativa. 
5. Los cambios que se presentan en la expresión transcripcional de IL-4, IL-5, IL-6 e 
IL-10 no se relacionan con la producción de anticuerpos hemaglutinantes, tanto en 
la respuesta inmune primaria como en la secundaria para las dosis evaluadas.  
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VIII. RECOMENDACIONES 
1. Utilizar un extracto de fucoidan de L. trabeculata con más pureza (>81%). 
2. Evaluar la producción de ERO en la respuesta inmune secundaria en un tiempo 
menor a 2 semanas luego del re-enfrentamiento con GRC. 
3. Evaluar la producción de IgG anti-GRC mediante un ensayo de ELISA. 
4. Realizar el análisis de IL-10 mediante ELISA con sueros sin diluir. 
5. Estudiar el efecto del fucoidan sobre DCs. 
6. Realizar cuantificación de la expresión transcripcional mediante RT-qPCR 
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X. ANEXOS 
 
Anexo 1. Constancia de Identificación de L. trabeculata
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Anexo 2. Medio RPMI-1640 Base 
Para preparar 100 mL de medio RPMI-1640 base, mezclar los siguientes 
componentes: 
 
Antibióticos………………………………………………………1 mL 
Aminoácidos no esenciales……………………………………….1 mL 
Bicarbonato de sodio……………………………………...….…β.6 mL 
Medio RPMI-1640 (pH 7,0)…………………………..……csp 100 mL 
 
Anexo 3. NBT 5 µg/µL 
 
Para preparar 10 mL de NBT stock disuelva los siguientes componentes: 
NBT…………………………………………………………… 0.05 g 
Solución de Hanks (pH 7,0)……………………………………10 mL 
 
Luego la solución de NBT fue esterilizada con un filtro de 0.2 µm. 
 
Anexo 4. Curva de calibración para la estimación de la producción de 
nitritos 
 
 
 
Anexo 5. Títulos de anticuerpos expresados como el Log4 de la máxima 
dilución positiva. 
 Tratamientos 
 G1 G2 G3 G4 
RIP 4 4 4 3 3 3 5 5 5 4 0 3 
RIS 5 5 4 5 5 4 5 6 4 5 5 4 
y = 118.15x - 9.8274
R² = 0.9981
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Anexo 6. Curva estándar para estimación de la concentración de IL-10 
en suero. 
 
 
 
Anexo 7. Buffer Tris base-Ácido Bórico-EDTA 10x (TBE 10X) 
 
Para preparar 1 L de TBE 10X disuelva los siguientes componentes en 600 mL de 
agua desionizada: 
 
Tris Base (FW = 121)………………………………………...…108 g 
Ácido bórico (FW = 61.8)…………………………………..……55 g 
EDTA 0,5 M (pH 8,0)……………………………………………40 mL 
Agua desionizada………………………………………………...csp 1 L 
 
Para preparar una solución de trabajo 1X a partir de 10X stock buffer, diluir el 
tampón 10X con agua desionizada o tridestilada hasta 1X. 
 
Anexo 8. Tabla de resumen de resultados 
 
Se indican los resultados de los grupos tratados con fucoidan de L.trabeculata 
teniendo como referencia al grupo tratado con F.vesiculosus. Los valores indicados 
representan unidades arbitrarias pero proporcionales a las diferencias.  
Valor positivo: mayor, 0: no diferencia, y negativo: menor 
 
Fucoidan L.trabeculata vs F.vesiculosus (RIP) 
 
Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa Humoral 
 
 ERO ERN IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 
G1 8 14 6 5 3 5 
G2 7 30 3 4 2 4 
 
y = 1055.4x2 + 272.34x + 37.479
R² = 0.9948
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 Fucoidan L.trabeculata vs F.vesiculosus (RIS) 
 Respuesta Inmune Celular 
Inmunidad Adaptativa Humoral 
 Inmunidad Innata Fagocitosis 
 ERO ERN 
Actividad 
Fagocítica 
Índice 
Fagocítico. 
IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 
G1 0 5 0 0 0 0 1 0 
G2 0 14 0 0 1 -4 2 -2 
 
 
 
